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Ju]y 29, 1992 Miles Inc

Mobay Road
Document Processing Center (TS-790) il S g
0ffice of Toxic Substances Ll R

Environmental Protection Agency

401 M Street, SW

Washington, DC 20460

Attention: Section 8(e) Coordinator

(CAP Agreement) 88920004621

CEHQ- 082~ 5975 init

Miles Inc. is submitting a study under the TSCA Section 8(e) Compliance Audit
Program (CAP Agreement 8E-CAP-0065).

RE: 8E-CAP-0065

Dear Sir:

G¢:2 Hd £-3i¥ 26

The tested chemicals in the attached documents are Desmodur 44M and Desmodur
44 V 20 and can be represented by the CAS Registry Numbers 101-68-8 and
9016-87-9.

The titles of the accompanying documents are Salmonella/Mikrosomen-Test Zur
Untersuchung Auf Punktmutagene Wirkung by B. Herbold, dated August 1, 1980 and
Salmonella/Mikrosomen-Test Zur Untersuchung Auf Punktmutagene Wirkung by B.
Herbold, dated July 17, 1980.

The results in this study that may be considered reportable according to the
TSCA 8(e) Reporting Guide include positive findings in in-vitro mutagenicity
tests supporting a positive finding of carcinogenicity in a chronic study.

These compounds have not been the subject of a previous TSCA Section 8(e)
submission or premanufacture notification.

The information submitted in this report is not considered Confidential
Business Information.

If you have any questions on this submission, please contact me.

Sincerely,

Donald W. Lamt, Ph.D
Vice President
Product Safety and Regulatory Affairs
412-777-7431
547.LTR/vmk
Attachments
Certified Mail P 827 215 547
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ZUSAMMENFASSUNG

Desmodur 44 M wurde im Salimonella/Mikrosomen-Test in Dosen
bis 2500ug pro Platte an einer 5almonella typhimurium LT2-
Mutante ergédnzend mit Aceton als L¥sungsmittel auf mutagene
Wirkurg geprift. Hierbei handelte es sich um den histidin-
aunntrophen Stamm TA 100,

Dosen bis zuv 2500 pg pro Platte flihrten nicht zu bakterien-
toxischen Effekten. Die Gesamtkeimzahlen blieben unverindert.
Eine Wachstumshemmung konnte nicht festgestellit werden. Mit
der Dosis 2500 pug pro Platte kam es zu Substanzprédzipita-

tionen.

Es fanden sich an §almonella typhimurium TA 100 Hinweise

auf eine mutagené Wirkung von Desmodur 44 M. Hierbei lieB
sich eine biologisch relevante Erb hung der Mutantenzahlen
auf etwas mehr als das Doppelte dexr Negativ-Kontrolle fest-
stelleE} Die niedrigste effektive Dosis lag fiir Salmonella
typh{murium TA 100 bei 20 ug pro Platte. Desmodur 44 M muB
dahef als schwach aber eindeutig mutagen im Salmonella/

3 ﬂkkrosomen-Test bezeichnet werden.

L
'

‘_Hk. Die Positiv-=Kontrollen Endoxanﬂ

wirkten deutlich mutagen, wie aus dem biologisch relevanten

und 2=-Aminoanthrazen

Anstieg der Mutantenkolonien gegenilber der jeweiligen
Negativ-Kontrolle ersichtlich ist.
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1. METHODEN

Die Methodik entspricht bis auf die nier zusdtzlich ange-
gebenen Punkte der im Bericht 9130 vom 9.5.1980.

1. Die Untersuchungen erfolaoten nur mit S-9 Mix.

2. Die S-9 Fraktion stammte aus der Aufarbeitung vom 29.4.,1980.

3. Als L&sungsmittel diente fiir Desmodur 44 M Aceton flir
2-Aminoanthrazen DMSO sowie fiilr Endoxan entmineralisiertes
Wasser.

Die Untersuchung erfolgte im Mai 1980 am Institut fir
Toxikologie. Alle Rohdaten befinden sich im Archiv dieses
Instituts.

Studie Nr.: DESMODUR 44 M/007/




2. ERGEBNISSE

Die Mittelwerte der Platten pro Dosis sind aus der Tabelle 1

zu entnehmen.

Wie sich hieraus ersehen l&B8t, ergab sich kein Hinweis auf

eine bakterientoxische Wirkung von Desmodur 44 M in Dosen bis

2500 pug pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fiir diese (
Konzentrationen immer die gleichen Werte wie die Negativ-Kon~-
trolle oder differierten nur unwesentlich und biologisch
irrelevant. Eine Wachstumshemmung konnte ebenfalls nicht
festgestellt werden. Mit 2500 ug pro Platte kam es jedoch

zu Substanzprézipitationen.

Mit Salmonella typhimuriym TA 100 lieB sich eine dosisab-
hdngige Erhhung der Mutantenzahlen auf etwas mehr als das
Doppelte der NegativKontrolie feststellen.

Die niedrigste effektive Dosis lag hierbei fiir Salmonella
typhimurium TA 100 bei 20 pg pro Platte (Tabelle 1).

Die Poai%;&fxontrollen Endoxan® und 2-Aminoanthrazen erh&hten
die Zahl der Mutanten weit {lber die Negativ-Kontrollen und
ze;gﬁ%h somit die Sensitivitdt des Systems und die Aktivitdt
dgs\3—9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weitgehend der

~metabolischen Aktivierung bedirfen.
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3. BEURTEILUNG

DESMODUR 44 M filhrte im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver-
wendung von Dosen bis 2500 ug pro Platte nicht zu bakterien-
toxischen Effekten. Mit 2500 pg pro Platte kam es jedoch zu
Substanzprdzipitationen.

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich
der fiir die Beurteilung wichtigen Parameter (Dosiseffekt, Ver-
doppelung) an Salmonella typhimurium TA 100 klare biologisch
relevante Unterschiede zu der Negativ-Kontrolle, die als
mutagene Effekte von Desmodur 44 M zu deuten sind. Somit wurde
der Befund des Berichts 9130 auch mit Aceton als Ldsungsmittel
bestdtigt.

Das Ausbleiben einer mutagenen Wirkung in Dosen {iber 100 ug
pro Platte ist wohl auf eine Substrathemmung der Enzyme des
S-9 Mix durch die Substanz zurfickzufihren.

Die Positiv-Kontrollen erhhten trotz der eingesetzten
niedrigen Dosen die Mutantenzahlen klar (iber die Negativ-
Kontrolle und zeigten dadurch die hohe Sensitivitdt des
Systems.

Aufgrund dieser Sensitivitdt konnten im Salmonella/Mikrosomen-
Test klare Hinweise auf schwache mutagene Effekte von Desmodur
44 M in bewertbaren Dosen bis 2500 pug pro Platte an Salmonella
typhimurium TA 100 gefunden werden.

L wie Z

Prof.Dr.D.Lorke Dr. B. Herbold 63%
geprift

Institutsleiter Versuchsleiter

Inst. f. Toxikolog'e
Archiv

10 03 80




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmocur 44 M

)

; L an Salmonella typhimurium TA 100

Tabelle 1

pug pro FPlatte

= T

5
Huzanten / Platte
{m/P)

o
O

+ S-9 Mix '- S-9 Mix

Gesamtkeimzahl
pro ml

X 108

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix l - S-9 Mix

109,5

A
e

276,0

1,03 I

~7

143,0

/

242,5

259,8

230,1

I
I
|

223,5

306,6

242,6

Negativ-Kontrolle
0

106,0

316,7

Positiv-Kontrolle
Endoxan 435

265,3

309,5

1,57

Positiv-Kontrolle
2-Aminoanthrazen 10

2443,3

283,5

I
|
|
|
|
l
x

* putagener Effekt




BAYER AG 5600 Wuppertal 1 9.5.19¢
INSTITUT FUR TOXIKOLOGIE

Bericht Nr. 9130 Exemplar Nr.: 3

OjJe,

DESMODUR 44M

(MDI)

SALMONELLA/MIKROSOMEN-TEST ZUR UNZTERSUCHUNG AUF PUNKTMUTAGENE

WIRKONG

Die Vervielfdltigung dieses Berichtes - auch auszugsweise -
ist untersagt. Falls erforderlich, kdnnen weitere Exemplare
vom Autor angefordert werden.




BAYER AG 5600 Wuppertal 1, 17.7.1980
INSTITUT FUR TOXIKOLOGIE

Bericht Nr.: 9303 Exemplar Nr.: 3

DESMODUR 44 M

Ergdnzung zum Bericht 9130 vom 9.5.1980

SALMONELLA/MIKROSOMEN-TEST ZUR UNTERSUCHUNG AUF PUNKTMUTAGENE

WIRKUNG

von

Dr. B. Herbold

Die Vervielfdltigung dieses Berichtes - auch auszugsweise -
ist untersagt. Falls erfordexlich, kénnen weitere Exemplare
vom Avtor angefordert werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Desmodur 44M wurde im Salmonella/Mikrosomen-Test in Dosen

bis 2500 pg pyo Platte an vier Salmonella typhimurium LT2-
Mutanten auf mutagene Wirkung gepriift. Hierbei handelt es sich
um die histidin-auxotrophen Stdmme TA 1535, TA 100, TA 1537
und TA 98.

Dosen bis zu 20 pug pro Platte filhrten nicht zu bakterien-
toxischen Effekten. Die Gesamtkeimzahlen bligbén unverdndert.
Eine Wachstumshemmung konnte nicht festges;glit werden. Im
dariilber h nausgehenden Dosisbereich wirkge die Substanz sowohl
ohne als auch mit 5-9 Mix stammspezifisch bakterientoxisch,

so daB dieser nur bedingt zur Bewertung herangezogen werden
konnte. Mit der Dosis 2500 ug pro Platte kam es zu Substanz-
prdzipitationen. £

Es fanden sich an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98

Hinweise auf eine mutagené Wirkung von Desmodur 44M. Hierbei
lief sich an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 eine
biologisch relevante Erhdhung der Mutantenzahlen auf mehr als
das Loppelte der Jjeweiligen Negativ-Kontrolle feststellen.

Die niedrigste effektive reproduzierbare Dosis betrug hierbei
fdr Salmonella typhimurium TA 100 20 ug pro Platte und fir
TA 98 100 pug pro Platte. Desmodur 44M muB daher als eindeutig
mutagen(2m Salmonella/Mikrosomen-Test bezeichnet werden.

v
Die Positiv-Kontrollen Endoxan®™ und Trypaflavin wirkten

Igéﬁnfalla deutlich mutagen, wie aus dem biologisch relevanten
antieg der Mutantenkolonien gegeniiber der jeweiligen Negativ=-

Kontrolle ersichtlich ist.




1. EINLEITUNG

Die Mutagenitdtsuntersuchungen an Desmodur 44M erfolgten mit dzin
Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ames et al. (1973a, 1975), der
besser unter dem Trivialnamen Ames-Test bekannt ist.

Bei Desmodur 44M handelt es sich um ein Produkt der Sparte PU,
das auch unter der Bezeichnung MDI bekannt ist.

Der Salmonella/Mikrosdmen-Test stellt eine Methode zu Screening-
Untersuchungen auf die punktmutagene Wirkung chemischer Agenzien
in vitro dar. Der Nachweis solcher Effekte erfolt an auxotrophen
Mutanten von Salmonella typhimurium. Hierzu wird die Rlckmutations-
rate zur Prototiophie in Negativ-Kontrollen und Behandlungsgruppen
untersucht. Aus einer ausreichenden Erhhung dieser Rate in den
Behandlungsgruppen ldBt sich dann auf eine mutagene Wirkung schlieBen.

Der Sdugerstoffwechsel, der in der chemischen Mutagenese von groBer
Bedeutung ist, wird hierbei durch die 9000 g-Fraktion von homogeni=
sierten Sdugerlebern simuliert. Zusammen mit Cofaktoren bildet diese
den sog. S5-9 Mix, der das eigentliche Stoffwechselmodell in diesem
Versuch darstellt.

Die Methode selbst muB als sehr sensibel betrachtet werden
(Herbold et al. 1976, 1978) und ist fiir schnelle Screeiaing-
Untersuchungen durchaus geeignet. Nach den vorliegenden Pub-
likationen besteht eine hohe Korrelation zwischen mu‘tagenen
bzw. nichtmutagenen Befunden im Salmonella/Mikrosomen-Test und
carcinogener rerspektive nichtcarcinogener Wirkung der unter-
suchten Substanz (McCann et al. 1975a, 1976; Purchase et al.
1976, 1978). Der Test stellt also auch ein gutes System zum

Screening auf carcinogene Wirkung dar, wobei man seine Ergnb;

nisse jedoch nicht Uberbewerten sollte, da diese hohe Korrelations=
rate nicht fir alle Substanzgruppen gelten diirfte (Ames, !ers.
Mitteilung).

Studie Nr.: DESMODUR 44M/007




2.1 Substanzen

a) Testsubstanz: Desmodur 44M, Pt. 101079, ein chemisch reine-

15H1002N2 und der © ruktur

Kbrper mit der Summenformel C

@y 54O

b) Positiv=-Kontrollen:

1. Endoxan (Asta), Pt. 8343, ein verbreiiééés Zytostatikum,
dessen Wirkstoff Cyclophosphamid ein alkylierendes Agens
und bekanntes Promutagen darstellt.

Trypaflavin (Roth), Pt. 0282995, der Wirkstoff des Pan-
flavins und Rivanols; ein Frameshiftpromutagen.

2.2 1lndikatororganismen

Als Indikatoren zum Punktmutagenitdtsnachweis dienten
Histidinmangelmutanten, K von Salmonella typhimurium LT2.
Diese wurden speziell flir den Salmonella/Mikrosomen-Test
selektiert. Da sich Punktmutationen in zwei Grundklassen
gliedern lassen - Basenpaarsubstitutionen und Frameshift-
mutationen - kamen mehrere Stdmme zur Verwendung, durch
die beide Typen erfaBbar sind. Dies waren die von Ames
et al. (1973b) selektierten Stdmme Salmonella typhimurium
TA 15353und TA 1537, sowie die von McCann (1975b) ent-
wickziten Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98. TA 1535
dWpd TA 100 tragen hierbei die Basenpaarsubstitution his
.G 46, wobei TA 100 zus¥tzlich noch das Plasmid pKM 101
enthdlt. Dieser R-Faktor, der auch in TA 98 enthalten ist,
codiert eine Ampicillinresistenz und soll die Sensitivitilt
der Stdmme erhShen. TA 1537 und TA 98 tragen Frameshift-
marker. Bei TA 1537 ist dies die +1-Mutante his C 3076 und
bei TA 98 der +2-Typ his D 3052,

Weiterhin besitzen alle Stdmme noch zwel weitere Eigen-
schaften gemeinsam, durch die ihre Sensitivitlt erhdht
werden soll. Einerseits sind sie deep rough, d.h. ihre
Lipopolysaccharid-Seitenketten sind teilweise nicht vor-
handen, so da8 auch grtBere Molekiille in das Bakterium eindringen




und Mutationen erzeugen k&nnen. Andererseits ist ihre UV~
repair so gestdrt, daB Schdden, wie sie auch durch UV-Licht
ausgeldst werden (z.B. Thymindimere), nicht mehr behoben
werden k&nnen und somit als Mutationen manifest werden.

Bakterienkulturen wurden nach den Vorschriften von Ames et al.
(1973b) und McCann et al. (1975b) hergestellt uid bei =-80°C
in 0,5 ml Portionen gelagert. Zur Benutzung wurde pro Stamm
eine Portion aufgetaut und davon je 0,1 ml in ein R¥archen
mit 5ml 37°C warmer Nutrient Broth Uberfiihrt.

S-9 Mix

Zur Verstoffwechselung diente S-9 Mix, der aus den Lebern von
mindestens 6 adulten médnnlichen Sprague Dawley Ratten, ca.
200-300 g schwer, hergestellt wurde. Zur Enzyminduktion er-
hielten die Tiere 5 Tage vor der Aufarbeitunyg eine einzige
intraperitoneale Injektion Aroclor 1254 in einer Dosis von
500 mg/kg K¥rpergewicht, geldtst in ErdnuB®l. Die Tiere wurden
entsprechend den Angawen von Ames et al. (1975) aufgearbeitet
und die S-9 Fraktion bei -80°C in 10 ml-Portionen gelagert.
Zur Verwendung wurden diese Portionen in Eiswasser langsam
aufgetaut. Der S-9 Mix wurde frisch bereitet (Ames et al.
1973a), wobei die S-9 Fraktion aus der Aufarbeitung vom
17.3.1980 stammte und z2u 30% im fertigen S-9 Mix enthalten
war.

2.4 Versuchsdurchfllhrung

Die Versuchsdurchfilhrung erfolgte nach Ames et al. (1973a,
1975) . Zur Mutantenbestimmung wurden pro Substanz und Dosis

je 4 N¥hrbdden pro Stamm benutzt. Als Negativ-Kontrolle dienten
ebensoviele Platten, wobei diese mit dem L8sungsmittel ohne
Testsubstanz beschickt wurden.

Zur Gesamtkeimbestimmung dienten in allen Gruppen je 2 Platten.

Die benutzten Bakteriensuspensionen stammten aus 24-Stunden-
Kulturen in Nutrient Broth, die bei 37°C bebriitet worden
waren. Zur Gesamtkeimbestimmung diente hierbei eine Verdiinnung

der Stufe 10°°.




Alle Gruppen wurden mit S-9 Mix versehen; zusdtzlich wurden
sie auch ohne S-9 Mix untersucht, um eventuelle Entgiftungen
durch den Stoffwechsel zu erfassen.

Nachdem die Platten 48 Stunden bei 37°c inkubiert worden war. ,
wurden sie ausgezdhlt.

Es wurden folgende Dosen pro Platte im Hauptversuch untersucht:

Mg pro Platte

Negativ-Kontrolle 0,0

. Desmodur 44M 2500,0

Desmodur 44M 500,0

Desmodur 44M 100,0 ©©

Desmodur 44M 20,0

Desmodur 44M 4,0

Positiv-Kontrolle Endoxan 435,0* (nur TA 1535 und TA 100)
. Positiv-Kontrolle Tvyoaflavis 200,0 (nur TA 1537 und TA 98)

o~ O e W N =
-

Die Dosen der Wiederholungsversuche lassen sich aus den
Tabellen 5 bis 8 entnehmen.

Als Lbaungsmittel.giénte fir Desmodur 44M und Trypaflavin
DMSO sowie fiir Bn&oxan entmineralisiertes Wasser.

Die Untersuchungen erfolgten von Mdrz bis April 1980 am
Institut fir Toxikologie. Alle Rohdaten befinden sich im

Archivrdieses Instituts.
&)

2.5 Bewertung der Ergebnisse

<
¢, Als positiv gilt eine reproduzierbare dosisabhingige ErhShung
der Mutantenzahlen mindestens eines Stammes, wobei in etwa das

Decppelte der Negativ-Kontrolle erreicht werden sollte.

* entspricht 300,0 ug Cyclophosphamid




3. ERGEBNISSE

Die Mittelwerte der Platten pro Dusis sind aus den Tabpellen 1
bis 8 zu entnehmen.

Wie sich hieraus ersehen l48t, ergab sich kein Hinweis auf ein
bakterientoxische Wirkung von Desmodur 44M in Dosen bis 20 ug
pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten filr diese Konzentra-
tionen immer die gleichen Werte wie die Negativ-Kontrollen oder
differierten nur unwesentlich und biologisch irrelevant. Eine
Wachstumshemmung konnte ebenfalls nicht festgestellt werden.
Hbhere Dosen wirkten sowohl ohne als auch mit S-9 Mix stamm-
spezifisch bakterientoxisch und waren daher fiir eine Beurteilung
nur bedingt ausschlaggebend.

Mit 2500 pg pro Platte kam es jedoch zu Substanzprédzipitationen.

Mit zwei der vier verwendeten Stdmme lieB sich eine dosisab-
héingige Erh8hung der Mutantenzahlen auf mehr als das Doppelte der
jeweiligen Negativ-Kontrolle feststellen. Bei diesen Stdmmen
handelte es sich um Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98
(Tabellen 2 und 4).

Die Befunde an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 wurden
durch die Wiederholungsversuche bestdtigt (Tabellen 5 und 7).

Die niedrigste effektive und reproduzierbare Dosis lag hierbei
fiir Salmonella typhimurium TA 100 bei 20 ug gpvo Platte (Tabellen
2 und 5) und fiir Salmonella typhimurium TA 98 bei 100 pg pro
Platte (Tabellen 4 und 7). Positive Befunde ergaben sich nur mit
S=-9 Mix.

Da sich an TA 1537 unklare Phinomene ergaben, wurden die
Untersuchungen mit diesem Stamm zweimal wiederholt (Tabellen
6 und 8). Diese Versuche erbrachten jedoch nur negative
Resultate.




Die Positiv-Kontrollen Endoxan® und Trypaflavin erh®hten
die Zahl der Mutanten ebenfalls weit {iber die Negativ-Kon-
trollen und zeigten somit die Sensitivit#t des Systems und

die Aktivitit des S-9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weit-
gehend der metabolischen Aktivierung bediirfen.




4. BEURTEILUNG

Desmodur 44M filhrte im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver-
wendung von Dosen bis 2500 pg pro Platte ab 100 pug pro Platte
sowohl mit als auch ohne S§-9 Mix zu bakterientoxischen Effekten.
Niedrigere Dosen filhrten nicht zu einer Verminderung des Titers
oder des Backgroundwachstums. Mit 2500 ug pro Platte kam es
jedoch zu Substanzprédzipitationen.

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich der

fir die Beurteilung wichtigen Parameter (Dosiseffekt, Verdoppelung)
an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 klare biologisch rele-
vante Unterschiede zu den jeweiligen Negativ-Kontrollen, die als

mutagene Effekte von Desmodur 44M zu deuten sind. Da hierbei die
niedrigsten effektiven und reproduzierbaren Dosen im niedrigen
Dosisbereich lagen und die mutagene Wirkung an Salmonella
typhimurium TA 100 und TA 98 zu beobachten war, muB Desmodur

44M als eindeutig mutagen im Salmonella/Mikrosomen-Test be-
zeichnet werden.

Die Positiv-Kontrollen erhdhten trotz der eingesetzten niedrigen
Dosen die Mutantenzahlen ebenfalls klar {lber die Negativ-Kon-
trollen und zeigten dadurch die hohe Sensitivitdt des Systems.

Aufgrund dieser Sensitivitdt konnten im Salionella/Mikrosomen-
Test klare Hinweise auf mutagene Effekte von Desmodur 44M in be-
wertbaren Dosen bis 2500 ug pro Platte an Salmonella typhimurium
TA 100 und TA 98 gefunder werden.

Lww

Prof.Dr.D.Lorke Dr. B. Herbold

Institutsleiter Versuchsleiter
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Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella

A“\

typhimurium TA 1535

Tabelle 1

ug pro Platte

£
Mutanten / Platte

"7(39)

+ S-9 Mix |- S-9 Mix

|
Cesamtkeimzahl
pro ml

x 1(P

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix - 3-9 Mix

QR *x* l Q***
&

140,6**

?’5 4'0

12358 %>

191,4**

i
28t35

.
|
|
|
|
I

286,9

Negativ-Kontrolle
0

232,n

Positiv-Kontrolle
Endoxan 435

T
|
|

120,2™*

* mutagener Effekt

** hakterientoxischer Effekt

*** Backgroundwachstum (5)
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Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 100

Tabelle 2

Dosis Mutanten / Platte Cesamtkeimzahl M/P Behandlung

ug prénPlatt. (M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle
+ 5-9 Mix |- 5-9 Hix x 108 + S-9 Mix l - 5-9 Mix

2500 154,0 | 118.0 28,8 1,29 I 1,08

500 439,0 ; 102,0 22,3 3,66% | 0,93

|

100 635,5 W 119,3 19,0 5,30 1,09

20 374,8 : 96,8 24,0 3,13 J- 0,88

4 128,0 | 107,0 25,8 1,07 | 0,98

P 119,8 ; 109,5 24,4 1,00 ; 1,00

::;i;:ﬁ'fggtr°lle 370,0 | 150,5 21,3 3,09t | 1,37

* mutagener Effekt
** bakterientoxischer Effekt
*** Backgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 1537

7
A
-

Tabelle 3

£
Mutanten / Platte GCesamtkeimzahl

'7(E{P) pro ml

+ S-9 Mix I- S-9 Mix x 108

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix I - S-9 Mix

O*** 6,0%%% 178,4
&

= 0,75

8,0 5,54+ 7 | 178,7

4,0

Negativ-Kontrolle
0

180,4

Positiv-Kontrocllie
Trypaflavin 200

197,2

* mutagener Effekt
*** Backgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 98 Tabelle 4

Mutanten / Platta Cesamtkeimzahl M/P Behandlung
(M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle

8
+ S-9 Mix |- S-9 Mix x 10 + S-9 Mix , - S5-9 Mix

uZ pro Platte

21,0%%% 8,B%%% 0,39 I 0,28

86,8%%*=x 2T SEEH 309.,9 1,60

138,5 19,0 271,3

|
|
|

79,0 297,6

35,0 17,0 283,2

NegativakontrC;le 31,3 398, 9

Positiv-Kontrolle SE
Tryoaflavin 200 21,5 399,9

* mutagener Effekt
**%* Backgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 100 Tabelle 5

1. Wiederholung

—
Dosis Mutant@p / Platte Gesamtkeimzahl M/P Behandlung

in
ug pro Platte (M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolie

S-9 Mix | - S-9 Mix x 108 + S-9 Mix |- S-9 Mix

399,0 3,03*

480,8 375,1 3,65*

I
I
/ 378,6 3,25 |

Negativ-Kontrolle 131.8

0 94,0 338,3

Positiv-Kontrolle

Endoxan 435 263,0

175,5 305,5

I
r
I
20 428,3 |
|
I
I

* mutagener Effekt




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 1537 Tabelle 6

1. Wiederholung

Dosis Mutanrn*en / Platte Gesamtkeimzahl M/P Behandlung

in
sg pro Platte (M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix I- S-9 Mix X 108 + S-9 Mix I - S-9 Mix

2000 Qk%* 30,0%*

1000 8,8%** 251,6**

500 q S

Negativ-Kontrolle

0 9,5

310,3

Positiv-Kontrolle

Endoxan 435 7833

|
|
|
299,2 |
I
I
l

|
|
l
|
|
|
I

* mutagener Effekt
** hakterientoxischer Effekt
*#% Ba ckgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimuriam TA 98 Tabelle 7

1. Wiederholung

P

Dosis Mutantép / Platte Gesamtkeimzani M/P Behandlung

in ; -
pg pro Platte (M/P) pro ml J{P Negativ-Kontrolle

8

+ -9 Mix |- $-9 MIx . x 10 + S-9 Mix |

84,0%** 199, §** 2,08*

D, JE= 225,8%* 2,96*

20 120,8

-

Negativ-Kontrolie 40,3

0 30,0 312,6 1,00

|
I
|
”33;,4 3,00% |
|
|
|

Positiv-Kontrolle

Trypaflavin 200 11,0

|
l
|
|
|
I
|
|

13,05%% 415,3 : 27,57*

* mutagener Effekt
** bakterientoxischer Effggt
**%* Backgroundwachstum (5)

£




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 1537

2. Wiederholung

Tabelle 8

Dosis
in
ug pro Platte

Mutanten / Platte
(M/P)

+ S-9 Mix |- S-9 Mix

Gesamtkeimzahl

x 108

pro ml M/P Negativ-Fontrolle

M/P Behandlung

+ S-9 Mix | - S-9 Mix

2073,6

Oiit I

1,1%#

1728

S'Ot*t

11, 9%

1440

T'Bt*l

99,8%*

1200

5'3**i

157 ,5%*

1000

8,8%%%

180,0**

Negativ-Kontrolle
0

14,3

257,3

Positiv-Kontrolle
Trypaflavin 200

350,2

* mutagener Effekt

** bakterientoxischer Effekt

*** Backgroundwachstum (5)
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ZUSAMMENFASSUNG

Desmodur 44 V 20 wurde im Salmonella/Mikrosomen-Test in Dosen
big 12500 pg pro Platte an vier Salmonella typhimurium 1.T2-
Mutanten auf mutagene Wirkung geprift. Hierbei handelte es sicl

um die histidin-auxotrophen Stdamme TA 1535, TaA 100, TA 1537 und

TA 98.
@)

Dosen bis zu 1000 pg pro Platte fihrten nicht zu ba‘ﬁl.m L=
toxischen Effekten., Die Gesamtkeimzahlen blicbeq unverdndert.
Eine Wachstumshemnung konnte nicht festgestel¥: werden. Im
dariiber hinausgehenden Dosisbereich wirkte 3\10 Substanz sowohl
chne als auch mit $=9 Mix nur schwach bg k&rjontoxi.ﬁch, so dah
dieser nuc bedingt bis 2500 pg pro Platte zur Bewertung heran-
gezogen verden Konnte. Ab der Dosis 2500 pg pro Platte kan

zu Substanzpridzipitationen, so dal die héchste Dosis nicht

wertbhar war. @

&,

Es fanden sich an Salmonel l.nvzy}_'ah.imm ium TA 100 Hinweise aunf

eine mutagene Wirkung von¥Desmodur 44 V 20. Hierbei lief sich
an Salmonella typhi.r.nu:{\ik n TA 100 eine biologisch relevante
BErhéhung der I»lut..-mt'.k?-p.zahiPn auf mehr als das Doppelte der
jeweiligen Noqati%w}(ontrollc feststellen. Die niedrigste
effektive reproduzierbare Dosis betrug hierbei fiir Salmonella
typhimurium TA 100 125 ug pro Platte. Desmodur 44 V 20 nuB
daher als schwach aber eindeutig mutagen im Salmonella/
Mikrosom@h-Test bezeichnet werden.

?\

4. Die Positiv-Kontrollen Endoxan™ und Trypaflavin wirkten daut-
i&"l mutagen, wie aus dem biologisch relevanten Anstieq dav
‘\Hutantcnkolonion gegeniiber der jeweiligen Negativ-Kontrclle
v~ ersichtlich ist.

A%




1. EINLEITUNG

Die Mutagenitidtsuntersuchungen on Desmodur 44 V 20 erfolgten
mit dem Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ames et al. (1973a, 1975),

der besser unter dem Trivialnamen Ames-Test bekannt ist.
Beli Desmeodur 44 V 20 handelt es sich um ein Produkt der Spaite

©

Der Salmonella/Mikrosomen-Test stellt eine Methode zu‘Surocninq"

PU, dessen Wirkstoff auch die Kurzbezeichnung MDI crigt

Untersuchungen auf die punktmutagene Wirkung chemigcher Agcnzion
in vitro dar. Der Nachweis solcher Effeckte erfok&&an auxotrophen
Mutanten von Salmonella typhimurium. Hierzu wifd dice Rickmutal ions-
rate zur Prototrophie in Negativ-Kontrollen &¥nhd Behandlungsgruppen
untersucht. Aus einéer ausreichenden Erhéhu%ﬁ dieser Rate in den

Behandlungsgruppen ldBt sich dann auf eine mutagene Wirkung schliel

Der Siugerstoffwechsel, der in der chemischen Mutagenese von grofie
Badeutung ist, wird hierbei dntchcaixf 9000 g=-Fraktion von homogoeni -
sierten Sdugerlebern nimuliorL.??usammon mit Cofaktoren hildct diw
den scog. S-9 Mix, der das etgentliche Stoffwechselmndell in dicser

Versuch darstellt. LA
<\

Die Methode selbst mu&rals sehr sensibel betrachtet werden
(Herbold et al, 197& 1978) und ist fiir schnelle Screening-
Untersuchungen durchaus gecignet. Nach den vorliegenden Pub-
likationen besteht eine hohe Korrelation zwischen mutagenen
bzw, nichtmutagenen Befunden im Salmonella/Mikrosomen=Test unc
carcinogengb respektive nichtcarcinogener Wirkung der unter-
suchten gﬁbstanz (McCann et al. 1975a, 1976; Purchase et al.
1976 Q1978) . Der Test stellt also auch ein gutes System zum

Screning auf carcinogene Wirkung dar, wobei man seine Ergeb-

ﬁfsse jedoch nicht liberbewerten sollte, da diese hohe Korrelaliongs

?.

rate nicht fir alle Substanzgruppen gelten dirfte (Ames, pers.

Mitteilung).

Studie Nr.: DESMODUR 44 VvV 20/008




2. METHODEN

Substanzen

a) Testsubstanz: Desmodur 44 V 20, Pt. 101079, ein technisches

Gemisch, dessen Hauptbestandteil die Summenformel C,.H

15 Ozr‘,

19
und die Struktur

/~\ y e ]
(‘.-C]'J'@—-Cllz () )nco  besitzt.
-\_/ ©)

Positiv-Kontrollen: s
1. Endoxan (Asta), PL. 8343, ein verbreitetQs Yytostatikum,
degsen Wirkstoff Cyclophosphamid ein ai’ky].j_c:rnndc‘r'; Adgens

und bekanntes Promutagen darstellt.

Trypaflavin (Roth), Pt. 0282995,4ler Wirkstoff des Pan-

flavins und Rivanols, ein Frameshiftpromutagen.

©)

Als Indikatoren zum I‘uru};l'r::u{?.agnnitéilsnuch'.-::;-is_‘ dienten

lHHigtidinmangelmutanten von Salmonella typhimurium LU1'Z.

Diese wurden speziell é& den Salmonella/Mikrosomen-Test

selektiert, Da sichunktmutatjonen in zwei Grundklassen
gliedern lassen - \Basenpaarsubstitutionen und Frameshift-
mutationen - kaf@n mehrere Stdmme zur Verwendung, durch
die beide Typen erfaBbar sind. Dies waren die von Ames
et al. (1973b) selektierten Stdmme Salmonella typhimurium
TA 1535 und TA 1537, sowie die von McCann (1975bh) ent-
wickclgén Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98. TA 1535
und ¥R 100 tragen hierbei die Basenpaarsubstitution his
R46, wobei TA 100 zusiitzlich noch das Plasmid pKM 101
Kenthilt. Dieser R-I"aktor, der auch in TA 98 enthalten ist,
codiert eine Ampicillinresistenz und soll die Sensitivital
der Stidmme erhthen., TA 1537 und TA 98 tragen Frameshift-
marker. Bei TA 1537 ist dies die +1-Mutante hig C 3076 und
bei TA 98 der +2-Typ his D 3052,

Weiterhin besitzen alle Stiimme noch zwei weitere Eigen-
schaften gemeinsam, durch die ihre Sensitivitdt erhodht
werden soll, Binerseits sind sie deep rough, d.h. ihre
Lipopolysaccharid-Seitenketten sind teilweise nicht vor-

handen, so daB auch grdfere Molekille in das Rakterium eindeingen




2.4

und Mutationen erzeugen koénnen. Andererseits ist ihre UV-
repair so gestdrt, daB Schdden, wie sie auch durch UV-Licht
ausgeldst werden (z.B. Thymindimere), nicht mehr behoben
werden konnen und somit als Mutationen manifest werdca.

Bakterienkulturen wurden nach den Vorschriften von Ames ct al.
(1973b) und McCann et al. (1975b) hergestellt und bei -80°C
in 0,5 ml Portionen gelagert. Zur Benutzung wurde pro Stamm
eine Portion aufgetaut und davon je 0,1 ml in ein Rﬁﬂrch n

mit Sml 37°C warmer Nutrient Broth iiberfihrt. e

5-9 Mix \

e R =

zur Verstoffwechselung diente S-9 Mix, d&r aus den Lebern von
mindestens 6 adulten minnlichen Spraqu&3Dawley Ratten, ca.
200-300 g schwer, hergestellt wurde. Zur Enzyminduktion ei-
hielten die Tiere 5 Tage vor der Aufarbeitung eine einziue
intraperitoneale Injektion ArqQclor 1254 in einer Desis von
500 mg/kg Koérpergewicht, qolpht in ErdnuBél. Die Ticre wuuden
entsprechend den Angaben von Ames et al. (1975) aufgearhcitetl
und die &-9 Fraktion bei -80°C in 10 ml-Portionen geluqgort.,
Zur Verwendung wurdup'diese Portionen in Eiswasser langsa
aufgetaut. Der S-9 Mix wurde frisch bereitet (Ames ct al.
1973a), wobei dia S=9 Fraktion aus der Aufarbeitung vom
17.3.1980 stammte und zu 30% im fertigen S$-9 Mix enthalten

war .,

-

Vexrsuchsdurchfiihrung

Die Versuchsdurchfiilhrung erfolgte nach Ames et al. (1973a,

1975) . Zur Mutantenbestimmung wurden pro Substanz und Dosis

je 4 Ndhrbdden pro Stamm benutzt, Als Negativ-Kontrolle dienter
ebensoviele Platten, wobei diese mit dem LOsungsmittel ohne
Testsubstanz beschickt wurden.

Zur Gesamtkeimbestimmung dienten in allen Gruppen je 2 Platton.

Die benutzten Bakteriensuspensionen stammten aus 24-Stunden-
Kulturen in Nutrient Broth, die bhei 37°C bebriitet worden
waren. Zur Gesamtkeimbestimmung diente hierbei eine Verdiinnuug

der Stufe 1079,

- —




Alle Gruppen wurden mit S-9 Mix versehen; zusdtzlich wurden sic
auch ohne 5-9 Mix untersucht, um eventuelle Entgiftungen durch

den Stoffwechsel zu crfassen.

Nachdem die Platten 48 Stunden bei 37°C inkubiert worden warecn,

wurden sie ausgezdhlt.

Es wurden folgende Dosen pro Platte im Hauptversuch untersucht:

kg pro Platte

Negativ-Kontrolle 0,0

Desmodur 44 vV 20 12500,0

Desmodur 44 V 20 2500,0

Desmodur 44 V 20 500,0

Desmedur 44 V20 100, 04,

Desmodur 44 VvV 20 20,0 .
Positiv-Kontrolle Endoxan 435,0*% (nur TA 1535 und TA

Positiv-Kontrolle Trypatlavin 200,0 (nur TA 1537 und TA
Die Dosen der Wicderholungsversuche lassen sich aus den
Tabellen 5 bis 8 entnehmen.
Als Losungsmittel diente filir Desmodur 44 V 20 und Trypaflavin
DMS0 sowie f{iir Endoxiin entmineralisiertes Wasser.
Die Untersuchungen erfolgten von Mdrz bis April 1980 am
Institut flir Toxikoloyie. Alle Rohdaten bhefinden sich im Arvchiv

dieses Instituts.

2.5 Bewertung der ELrgebnisse

Als positiv gilt eine reproduzierbare dosisabhidngige Lrhdiung

dér Mutantenzahlen mindestens eines Stammes, wobel in ebwa das

“Doppelte der Negativ-Kontrolle rreicht werden sollte.

* entspricht 300,0 py Cyclophosphamid




3. ERGFEBNISSE

Die Mittelwerte der Platten pro Dosis sind aus den Tabellen 1

bis 8 zu entnehmen.

Wie sich hieraus crsehen ldfBt, ergab sich kein Hinweis auf eine
bakterientoxische Wirkung von Desmocdur 44 V 20 in Dosen bis
1000 pg pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fir diese
Konzentrationen immer die gleichen Werte wie die Negafjv—
Kontrollen oder differierten nur unwesentlich und %iolqunuh
irrelevant. Eine Wachstumshemnung konnte ebenﬁgiis nicht fest=-
gestellt werden. lHdhere Dosen wirkten sowohlmpﬁne als auch mit
S-9 Mix nur schwach bhakterientoxisch und waren daher fiir eine

Beurteilung nur bedingt bis 2500 pg pro Platte ausschlaggeboend.

Ab 2500 pg pro Platte kam es jedoch zu Substanzprdzipitaltionon,

ge dalh die hochste Dosis nicht augwertbar war.

Mit zwei der vier verwendeten 8tdmme lieB sich eine Erhihung
der Mutantenzahlen auf mehr als das Doppelte der jewelliaon

Negativ~Kontrolle feststellen. Be. diesen Stdmmen handeite es

sich um Salmonella typhimuriuwn TA 100 und TA 98 (Tabellen 2 und

Die Verdoppelung an.Salmonella typhimurium TA 98 konnte nicht

bestdtigt werden (Tabellen 6 und 8) und ist somit als zufalls=-

bedingt zu betrachten,

Die Befunde an Salmonella typhimurium TA 100 wurden durch .len
Wiederholungsversuch bestdtigt (Tabelle 5).

Die nicdfiqste effektive und reproduzierbare Dosis layg hierboi
fir Salmonella typhimurium TA 100 bei 125 pug pro Platte (Tabelle

Postive Befunde crgaben sich nur mit S-9 Mix.

Zusdtzlich wurde noch ein Wiederholungsversuch ohne Losungsmitiel
durchgefiihrt um eventuelle Reaktionsbeeinflussungen durch das
Loésungsmittel zu lberpriifen. Hierbei kam es entgegen den Untor=
suchungen mit DMSO bereits in niedrigsten Dosen zur Bildung von

" kugelartigen Figuren auf den Platlten. Da sich diese Tropfchen
mit einer Polyharnstoffhaut {iberzi:shen, muB davon ausgegangoen
werden, dafB die Substanz bei diesem Versuch nur in sehry gerinacn

Mengen frei zur Verfiigung stand.




Wie sich aus Tabelle 7 entnehmen léaBt, ergab sich auch hicr
im subtoxischen Bereich eine leichte Erh&hung der Mutantenzalilen,
die jedoch nicht mit den Wirkungen an TA 100 aus Tabelle 2 und

5 unter Verwendung von DMSO vergleichbar ist.,

Die Peositiv-Kontrollen Hndoxanﬁ und Trypaflavin erhéhten die Zahl
der Mutanten weit iiber die Negativ-Kontrollen und zeigten somit
die Sensitivitiit des Systems und die Aktivitdt des S5-9 ﬂfx, da

sie zur mutagenen Wirkung weitgehend der mctabolinchn&hhkiiviur=nw

bediir fen.,

i TR }



4. BLURTETLUNG

Desmodur 44 v 20 fiihrte im Salmonella/Mikrosomen-=Test nach Ver-
wendung von hosen bis 12500 pg pro Platte erst ab 2500 pg pro pPlatl
sowohl mit als auch ohne 8-9 Mix zu bakterientoxischen LEffekten,
Niedrigere Desen filhrten nicht 2w einer Verminderung des 1iters
oder des Backgroundwachstums. Ab 2500 ug pro Platte kam es jedoch

. zu Substanzprédzipitationen, so daf die hdchste Dogis micht aus-

wertbar war.

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich

fir die Beurteilung wichtigen Parameter (I‘l(_n-._n.'.:ii fekt, Verdoppalung)
an Salmonella typhimurium TA 100 klare lrluLf_?tJ'i-:‘f‘h relevante Untev-
schiede zu den jeweiligen Negativ-Kontrollen, die als muitagene
Effekte von Desmodur 44 V 20 zu deuten sind. Da hierbei die
niedrigsten effektiven und reproduzierbaren Dosen im niedrigoen

Dosishercich lagen, die mutagene Wiarkung aber ledialich an

% Salmonella typhimuriwa TA 100 zw beobachten war, mufll Desmodu
44 V 20 als sehwach aber cindeutig mutagen im Salmonella/
s Mikrosomen=Test bezelichnel, werdel
Pie nur als extrem schwach mutagene bis nicht mutagene zu
berzeichnenden Ervebnisse ohne DMSO lassen zwel BErkldrungs-
moglichkeiten offen:
1. Die Substanz bildete sofort nach Einbringen ..s polare
Milieu Trdpfchen, die sich mit einer Polyharnstoffhaut
{iber ziehédn und so fUr den Versuch nicht mehr zur Verfillgung
standen. Eine solche Reaktion konnte mit DMSO nicht beob=-
achtet werden.
2. Die bei dem Versuch wmit Ldsgungsmittel zugegebene Menge
DMSCO kdnnte in der Lage sein, die Umsetzungsweise von Dews-
modur 44 Vv 20 zu beecinflussen, so daB ein anderer Stolfwecchsel
weg eingeschlagen wird ale dies ohne DMSO der Fall ist.
o
Welche der beiden MOglichkeiten zutrisift, ist anhand der Er-
gebnisse nicht zu sage'i.

- - —




Die Positiv-Kontrollen erhdhten trotz der eingesetzten niedrigen
Dosen die Mutantenzahlen klar iliber die Negativ-Kontrollen und
zeigten dadurch die hohe Sensitivitdt des Systems.
Aufgrund dieser Sensitivitdt konnten im Salmonella/Mikrosomen-
Test klare llinweise auf schwache mutagene Effektec von Desmodur
44 Vv 20 in bewertbaren Dosen bis 2500 pg pro Platite an Salmonella
typhimarium TA 100 gefunden werden.

S
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Prof .Dr.D. I.'.:.uke-a . B. Herbold

Instituvtsleiter Versuchslejter

agepriift
Insi. f. Toxikologi:
Archiv

A akbaise

25, 07, 80

]
o




T

8.

5. LILFRATUR

Ames, B.N., W.E. Durston, D. Yamasaki und 1.D. Lee:

Carcincuens are mutagens: 4 simple {est combining liver
homogenates for activation and bacteria for detection.

Pro¢. nat. Acad. Sci., (USA) 70, 2281-2285, 1973a

Anmes, B.N., F.D. Lee und W.E. Durston: T

An improvad bacterial test system for the detection
and classification of mutagens and carcinogens.

Proc. ngl. Acad. Sci. (USA) 70, 782-786, 1973b

Anes, B.N., J. McCann und E. Yamasaki:

Methods for detecting carcinogens and mutagens with the
Salmonel la/mammal ian-micresome mutagenicity test.

Mutation Res, 31, 347-364, 1975

i.p W, Buselmaicer und-G. Rélirhorn:

Kritische Betrachtung zum Lobermikrosoman-Test, winenm
System zum Nachweis von Punktmutationen.

Arzneim.-Forsch. 26, 1705-1707, 1976

Herbold, B.:
Mutagenitatsuntersuchungen it dem Lebermikrosomen=Test,
Biol. Zbl. 97, 137-152, 1978

McCann, J., E. Choi, E. Yamasaki und B.N., Ames:

Datection of carcinogens as mutagens in the Salnonellay
microsome test: I. Assay of 300 chemicals.

Proc. nat. Acad. Sci. (USA) 72, 5135-5129, 1975a

.

McCann, J., N.L. Spingarn, J. Kobori und B.N. Ames:

Detection of carcinogens as mutagens: Bacterial tester
strains with R factor plasmides.

Proc. nat. Acad. Aci. (USA) 72, 979-983, 1975

McCann, J. und B.N. Ames:

Detection of carcinogens as mutagens in the Salmonella/
microsome test: Assay of 300 chemicals: Discussion.

Proc. nat. Acad. Sci. (LUSA) 73, 950-954, 1976




Purchase, I.F'.H., E. Longstaff, J. Asgshby, D. Anderson,
P.A. Lefevre und F.R. Westwood:
Bvaluation of six short term tests for detecting organic
chemical carcinogens and recommendations for their use.

Mature (London) 264, 624-627, 1976

Purchase, I.F.H., E. Longstaff, J. Ashby, J.A. Styles,
D. Anderson, P.A. Lefcvre und FF.R. Westwood:

An evaluation of six short term tests for detecting
organjic chemical carcinocgens. \

Brit. J. Cancer 37, 873=939, 1978




Salmonella/Mikrosomen-T

an Salimcnella

Tabelle 1

HMutanten / Platte Cesamtkeimzahl
"(M/P) : pro ml

+ 5-9 Mix I- S-9 Mix x 1

/P Rehandlung
M/P Negativ-Kentrolle

' nich:t auswertbar

4+ S-9 Mix I - 5-9 Mix
i
[ ]
]

I
|
l

20

Negativ-Kontrolle
o

Positiv-Kontrolles
BSndoxan 435




Salmonella/Mikrosomen-Test mi

an Salmonella typhimurium

Tabelle 2

Dos is
in
ug pro Flatte

Mutanten / Platte
(v/P)

+ S-9 Mix I- S-S Mix

Gesamtitkeimzahl

pro ml

x 10°

/P Behandlung

M/P Wegativ-Kontrolle

+ S-9 Mix

- 5~-9 Mix

nicht auswertbar

;P 8

1,20

|
|
|
l
|

20

Negativ-Kontrolle
0

Positiv-Fontrolle
Endoxan 435

* mutagenz=r Effekt
*** Backgroundwachstum

(5

1
’




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44

an Salmonella tvphimurium TA 1527

Tabelle 3

Deos is
in
ug pro Platte

Mutanten / Platte Geszmtkeimzahl

(1/p)

pro ml

+ S-9 Mix I- S-9 Mix x 10°

M/P_Behandlung
M/P liegativ-Kontrolle

+ S-9 Mix - 5-9 Mix

rnicint auaswertbar

10,2

|
|

|
]
l
|

20

Negativ-Kontrolle
0

180,4

Positiv-Kontrolle
Trypailavin 200

197,2

* mutzgener Effekt
*** Bzckgrcundwachstum




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 V 20

an Salmonellia typhimurium TA 98 Tabeile 4
D s ias Mutanten / Platte GCesamtkeimzahl M/P Behardlung
= 3
e pr; e (%/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle
8
+ S-9 Mix l- S-S Mix x 10 + S-9 Mix I - 5-9 Mix
12500 | nicht auswertbar I
| ‘ |
2500 50,5%%% l 18, 0> 2553 0,93 I 0,58
500 120,3 | 28,5 324,0 2,217 | C,91
T = I
100 83;3 | 23:5 295,7 1,16 J 0,69
20 42,¢ | 26,0 280, 2 0,77 | 0,83
Negativ-Kontrolle ! i
£ = X 54,2 | 3103 389,9 7| .00 ’ 1,C0
Positiv-Kontrolle - =% 3 % *
Trypafiavin 200 16€0,5 | 21.5* 39%9,9 39,59 I 0,69
* mutagener Ef i

* ¥ %

a}

£fe
Backgroundwach

3~} N e
Sicne ADECAN1IT




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 V 20

an Salmonella typhinurium TA 100 Tabelle 5

D oS 13 Mutanten / Platte : samtkeimnzal M/P Behandlung

e p_oii‘,latte (M/P) M/P Negativ-Kontrolle
‘s s -

+ S-9 Mix I- S-9 Mix | + S-9 Mix - §5-9 Mix

[ | Er

|

1,23

125

Negativ-Kontrolle
0

Positiv-Kontrolle
Endoxan 435

B T = o1 =
* mutagener Ef :

X
** paxterientoxisch




Salmonella/Mikrosomen-Test mit

an Salmonella tvphinu

1. Wiederhoiung

Tabelle 6

Dosis
in
ug oro Platte

Mutanten / Platte

(M/P)

Gesamtkeimzahl
P

ro ml

+ S-9 Mix |— s-9 Mix | 8

*» 10

M/P Behandlung

M/P Negativ-Kontrolle

+ 8§-9 Mix E - S-9

Mix

1900

29,5

509

34,0

250

81,8

Negativ-Kontrolle
0

53,0

Positiv-Kontrolle
Trypaflavin 200

* mutagener Effekxt
*** Backgrcundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 V

an Salmonella tyohirmurium TA 100 Takelle 7

2. Wiederholung (pur ohne LIsungsnittel)

e

Dosis Mutanten / Platte Cesamtkeimzahl M/P Behandlung

in o , ay =
41 pro Platte pro mil M/P Negativ-Kontrolle

e x i0° + S-9 Mix | - 5-3 Mix

+ S-9 Mizx

m R B schwach toxisch 0,66

117,5%%*

|
|
I
|
|
|

untoxisch

pred
v

untOﬁgfch

8 170,3

Fegatlvaxontrolle 119,0

|
|
1
|
l
!
|
|

Positiv-Kontrolle
Encoxan 435 293,0

197,5

I
l
untoxisch |
|
l
I

Negativ-Kontrolle
o

1,170 j

* mutaagener E e Broobijass




Salmonelia/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 V 20

&
4
4 2. wWiederholung

an Salmonella

Tabelle 8

o3
MSlanten / Platte

Dosis Cesamtkeimzahl
in
uE pro Platle pro rl
8

x 10

M/P Rehandlung
/P Kegativ-Kcntrolle

+ S5-9 Mix - S-9 HMix

] - —— . S————l

Negativ-Kontrolle
0

Positiv-Kontrolle
Tryoaflavin 200

* mutagener
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